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ON (57) Abstract: The invention concerns the use of a composition with antioxidant activity for conditioning in vitro stem cells and in 
particular hematopoietic cells, for therapeutic use thereof. The invention concerns in particular the use of N-acetylcysteine, and the 
hematopoietic stem cells conditioned with N-acetylcysteine. 

Q (57) Abrege : La pnSsente demande a pour objet Tutilisation de composition a activity antioxydante pour le conditionnement in 
vitro ce cellules souches et en particulier des cellules hematopoietiques, en vue de leur utilisation therapeutique. Elle concerne en 
^ particulier T utilisation de N-ac6tylcysteine, et les cellules souches hematopoi6tiques conditionnees par la N-acetylcysteine. 
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Utilisation d'une composition a activite antioxvdante pour le 
conditionnement de cellules souches 

La presents demande a pour objet une nouvelle utilisation de 
compositions & activite antioxydante, pour le conditionnement de cellules 
souches. 

Les cellules souches sont des cellules appartenant 3 des repertoires 
diversifies, ces cellules 6tant douees de capacites d'auto-renouvellement et, 
plus pr§cis6ment f pouvant Stre totipotentes, et de ce fait capables de donner 
naissance £ un organisme entier, ou pluripotentes c'est £ dire capables 
d'engendrer toutes les cellules de Porganisme a Pexception des trophoblastes 
placentaires - ces dernferes sont par exemple les cellules souches 
embryonnaires (ES) qui semblent pouvoir §tre maintenues in vitro d ans un etat 
indifferencie de fagon quasi-indefinie - ou encore multipotentes, c'est a dire 
capables d'engendrer perpetuellement les cellules cfune lignee donnee. 

En s'auto-renouvelant, les cellules souches donnent, pour une partie 
d'entre elles, des cellules filles dont le potentiel souche est maintenuet, pour 
une autre partie, des cellules filles capables de proliferer pour conduire 3 des 
cellules difterenciees. 

Les cellules souches ont en g6n6ral des interm6diaires dans la voie de la 
differenciation, des prog6niteurs, dont la capacite de proliferation est limitee et 
le potentiel de differentiation restreint. 

Cependant, si leur utilisation est large £ titre de modele experimental 
chez la souris, la mise en ceuvre de protocoles experimentaux avec des cellules 
d'origine humaine connatt & Theure actuelle d'importantes restrictions d'ordre 
ethique et legal toutefois variable d'un pays d I'autre. Sexploitation des lignees 
est factuelle. 

On d6signe par le terme « proliferation », conformement a la definition 
habituellement retenue, la multiplication des cellules in vitro, qui s'accompagne, 
dans le cas sp6cifique des cellules souches, n6cessairement d'une phase de 
differenciation (a la difference de leur simple amplification). En effet, les cellules 
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souches siegent au sommet de la hierarchie d'une lignee et proliferent in vitro 
en formant les cellules differences d'un tissu donn6. 

Avantageusement, la proliferation cellulaire peut alternativement, ou 
eventuellement egalement, etre constatee in vivo. 

La capacite de proliferation peut done etre consideree comme une 
caracteristique intrinseque des cellules souches, en ce que le processus de 
proliferation et de differentiation represente le devenir normal de telles cellules. 
Aussi est-ce a cette capacite de proliferation qu'il sera fait reference dans la 
suite de la pr6sente demande £ travers r expression « potentiel souche ». 

Dans le cas de la presente invention, il convient de consid6rer que la 
proliferation des cellules souches impose une etape indissociable de 
differentiation de ces cellules. Inversement, le processus de differentiation des 
cellules souches s'entend comme s'inscrivant necessairement dans le cadre 
d'une phase de proliferation prealable desdrtes cellules. 

Les cellules souches des organismes adultes representent egalement un 
potentiel tout d fait important dans la perspective de leur utilisation 
thgrapeutique. A cet egard, les moyens d6crits dans le cadre de 1'invention 
peuvent etre appliques: 

- aux cellules souches du systeme nerveux central, capables de se 
differencier en cellules souches h6matopoi6tiques, neurones, 
astrocytes, oligodendrocytes, 

- aux cellules souches hematopoietiques, en particulier aux 
hemangioblastes. Les cellules souches hematopoietiques sont des 
cellules ayant in vivo , une capacite de reconstitution hematologique, 

- aux cellules souches m£senchymateuses, capables de se differencier 
vers des entites variees incluant Tos, le cartilage, la graisse, les 
tendons, les muscles et le stroma m6dullaire, pour notamment se 
differencier en adipocytes, chondrocytes ou osteocytes, 

- les cellules souches musculaires, 
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- les cellules souches musculaires ou hepatiques ou cerebrales, 
obtenues d partir de cellules de la moelle osseuse. 

Toutes ces cellules souches constituent des cellules cibles interessantes, 
notammerrt pour le transfert de genes, dans le cadre de protocoles de therapie 
g6nique. Cependant le transfert efficace de sequences nucleotidiques d'interSt 
(designees par le terme "gene" dans la suite) pose differents problemes dont 
certains sont lies £ la n^cessite de maintenir ces cellules en culture, pendant un 
temps suffisant pour les manipuler en vue de leur utilisation ulterieure, et 
notamment dans des conditions permettant ulterieurement le transfert de genes 
de fa?on efficace, afin en particulier d'envisager leur implantation chez des 
patients. Les drfficultes se trouvent encore accrues par le fait que ce temps de 
maintien en culture, bien que n6cessaire, ne doit en aucun cas entrainer la 
perte du potentiel souche, qui est en PespSce la caracteristique recherch6e 
justifiant Tutilisation de cellules souches. En d'autres termes, les cellules 
souches, malgr6 le temps de culture n6cessite par les protocoles de therapie 
genique, ne doivent pas s'inscrire dans un programme irreversible de 
differentiation terminale. 

Ces cellules souches sont aussi des cibles interessantes pour le 
maintien en culture des cellules, eventuellement de leur amplification et/ou de 
leur proliferation et/ou de leur differentiation. En particulier, ces cellules 
souches sont des cibles int6ressantes pour le maintien en culture tout en 
pr&servant leur potentiel souche; que la destin6e des cellules soit 
r amplification et/ou la proliferation est 6gal. 

On entend par le terme « amplification », conformement la definition 
connue, la faculte, au sein cf un compartiment cellulaire, par exemple pour un 
contingent de cellules souches, d'augmenter en nombre, tout en conservant 
leurs caract^ristiques intrinsdques, et cela, sans qu'aucun processus de 
differentiation terminale ne soit mis en jeu imm§diatement En particulier, dans 
les situations qui impliquent une seule voie de differentiation des cellules 
souches, la fonction essentielle de la population intermediaire de prog6niteurs 
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consiste prScisement en une amplification, dont I'effet est cfaccroitre ensuite le 
nombre de cellules drfferentiees provenant de chaque division d'une cellule 
souche. 

La presente demande met en evidence que les cellules souches, et en 
particulier les cellules souches decrites plus haut, peuvent etre conditionnees 
de fa$on £ permettre leur culture pendant des dur6es suffisantes pour 
envisager le transfert de g6nes d'interet, et/ou pour permettre leur auto- 
renouvellement et/ou leur amplification et/ou leur differentiation et/ou leur 
proliferation et/ou la regeneration du potentiel souche. 

II est entendu, dans le cadre de la presente invention, que chaque forme 
de condltionnement des cellules souches definie ci-dessus presente, en tant 
que telle, un interet specifique. Entre egalement dans le cadre de r invention, la 
combinaison des etats desdites cellules resultant du conditionnement selon 
Tinvention et, § titre cfexemple, le conditionnement permet le maintien en 
culture et ramplification, ou le maintien en culture et la differentiation, ou 
Pamplification et la differentiation. Selon un mode de realisation particulier de 
Nnvention, le conditionnement permet la proliferation des cellules traitees. 

En outre les moyens definis dans le cadre de invention peuvent conferer 
aux cellules conditionnees incorporant lesdits genes par transformation, un 
avantage selectif qui se manifeste i) au niveau du nombre de colonies 
cellulaires formees (CFU), femoignant d'une capacit6 de proliferation, et/ou ii) 
au niveau de la qualit6 (taille, nature) des cellules en culture, et/ou (iii) par une 
regeneration du potentiel souche lorsqu'il est affecfe de fa?on pathologique. 

L'invention d6finrt en particulier des conditions de culture des cellules 
souches favorables a la transduction efficace de ces cellules par des vecteurs 
portant des g£nes d'inter^t, par exemple des vecteurs r6troviraux, des vecteurs 
lentMraux, des vecteurs tels que SV40, ou tous vecteurs susceptibles de 
transformer ou de transduire des cellules souches, 

L'invention a done pour objet, ('utilisation d'une composition a activite 
antioxydante, pour le conditionnement in vitro de cellules souches. 
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L'expression "composition d activity antioxydante" definit des 
substances, utilisges seules ou en melange, qui ont des proprietes 
antioxydantes au niveau des cellules eucaryotes. On observers que dans le 
cadre de Tinvention, Tactivite antioxydante est un critere de selection des 
compositions utilisees, mais que les proprietes antioxydantes de ces 
compositions ne sont pas n6cessairement les seules mises en ceuvre. 

Selon un premier mode de realisation de Tinvention, une composition 
utilisable pour le conditionnement des cellules souches, comprend la N- 
acetylcysteine. En particulier, une telle composition est constitute par la N- 
acetylcysteine. 

D'autres compositions d activite antioxydante comprennent par exemple 
du Vastarel ou TAmifostine, la vitamine C, la vitamine D. 

Dans le cadre de Tinvention, la composition a activite antioxydante est 
utilis6e pour le conditionnement des cellules souches dans des conditions 
permettant le maintien en culture de ces cellules, leur auto-renouvellement 
et/ou leur amplification et/ou leur proliferation et/ou leur differentiation et/ou la 
regeneration de leur potentiel souche. 

Le maintien en culture des cellules souches conditionn&es selon 
Tinvention doit etre assure pendant une dur6e suffisamment longue pour 
envisager leur utilisation en vue de Pimplantation chez un patient, le cas 
echeant apr&s transfert d'un gene d'interet. 

Selon un mode de realisation particulier de Tinvention, la qualite des 
cellules conditionnees est egalement amelioree, de sorte qu'apres transfert de 
gene, ces cellules pr£sentent un avantage seiectif vis a vis des cellules non 
transform6es. En particulier les inventeurs ont observe que les cellules souches 
h6matopoi6tiques conditionn6es selon Tinvention, transduites avec un vecteur 
portant un gene correcteur du gene deficient mis en evidence dans la maladie 
de Fanconi, montrent un avantage seiectif en culture, par rapport aux cellules 
non transduites. 
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Les inventeurs ont en outre constats que les cellules souches 
hematopoi&iques ainsi oonditionn£es, puis transduites au moyen de vecteurs 
portant un gene d'interet, peuvent egalement presenter une amelioration 
qualitative en taille et en nature, (presence constatee de BFU-E et CFU-GEMM), 
par rapport a des cellules non transduites. 

A titre d'exemple, des cellules souches conditionnees selon Pinvention 
peuvent avantageusement etre maintenues en culture pendant une duree d'au 
moins 2 jours, de preference d'environ 7 jours correspondant au temps de 
faisabilrte clinique, et pour des besoins devaluation, pendant une dur£e d'au 
moins 30 jours, de preference d'au moins 35 jours apres transfert de gene. Les 
cellules transduites peuvent etre 6valu6es a j35 apres la mise en culture, en 
vue de leur utilisation ulterieure. On constate que ces cellules conditionnees 
avec la composition & activite antioxydante puis g6netiquement manipuiees 
sont capables de surmonter le blocage du cycle cellulaire indurt par un 
traitement a la M'rtomycine C (MMC) (10 nM-pendant 7 jours puis 100mM 
pendant 48heures). 

De manidre tout d fait surprenante, les cellules souches conditionnees 
selon t invention peuvent etre avantageusement maintenues en culture pendant 
une duree d'au moins 70 jours apres transfert de gene. De preference, les 
cellules transduites sont 6valu6es £ j70 apres leur mise en culture, en vue 
d'une utilisation ulterieure. 

Les cellules souches conditionnees par une composition a activite 
antioxydante sont de preference des cellules mises en culture en conditions 
d'hypoxie. 

Dans un mode de realisation pr6f6r6 de Tinvention, les cellules souches 
sont ainsi conditionnees en vue de leur manipulation genetique, et en particulier 
par le transfert de genes dans ces cellules. 

Tout type de gene peut etre utilise des lors qu'il prSsente par exemple un 
interet therapeutique, y compris £ titre pr£ventif , ou cognitif. 
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(.'invention a done aussi pour objet une methode de traitement in vitro de 
cellules souches, comprenant une etape de conditionnement par une 
composition d activite antioxydante. La composition £ activite antioxydante 
repond aux definitions donn6es precedemment et est utilisee pour la realisation 
de la methode dans les conditions decrites ci-dessus. 

Dans le cadre de Pinvention, la composition £ activity antioxydante est 
apportee aux cellules souches des la mise en culture des cellules et par 
exemple d&s leur dgcongglation. La composition a activite antioxydante peut 
ensuite etre apportee pendant toute la duree de la culture et en particulier lors 
de chaque renouvellement du milieu de culture. 

Dans un mode de realisation particulier de h'nvention, la composition & 
activit6 antioxydante est ajoutee £ la culture de cellules de fagon telle que la 
concentration finale en composition £ activite antioxydante est comprise entre 
0,5 mM et 10 mM, de preference entre 1 mM et 2 mM. 

Avantageusement, lorsque la composition d activite antioxydante est la 
N-ac£tylcyst6ine, la concentration finale de N-ac6tylcysteine dans la culture de 
cellules souches h6matopoietiques estd'environ 1mM. 

Selon un mode particulier de realisation de Pinvention, Putilisation ou la 
methode d€crite est caracterisee en ce que les cellules souches sont des 
cellules souches primaires. 

S'agissant des cellules souches h6matopoi£tiques, on notera que les 
cellules souches primaires hematopoietiques (ou CFU) sont des cellules 
multipotentes, caracteris6es par leur capacite d'auto-renouvellement d'une part, 
et leur capacite de reconstitution hematopoietique d'autre part. Elles sont 
caracteris6es par des marqueurs tels que CD34 et CD38, etant CD34 positives 
et CD38 negatives pour la majorite d'entre elles, ou pour une petite fraction, 
CD34 negative et AC133 positive. 

Les proprietes de ces cellules en font des candidats particulierement 
interessants dans le cadre de protocoles de transfert de genes, in vitro ou jn 
vivo , mais leur rarete et, de ce fait, les contraintes qui s'imposent d leur 
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pr§levement chez des patients souffrant de deficit hematologique, renforcent la 
necessity de les maintenir en culture dans des conditions permettant leur 
utilisation efficace. 

Selon un autre mode de realisation particulier de rinvention, Putilisation et 
la methode decrites sont caracteris6es en ce que les cellules souches telles 
que celles qui ont ete decrites pr6c£demment sont des progeniteurs. Par 
rapport aux cellules souches primaires, les progeniteurs ont une capacity 
d'auto-renouvellement beaucoup plus faible, voire nulle, et pour les 
progeniteurs hematopoietiques, une capacite a ne restaurer qu'une partie de 
Phematopoiese. Les progeniteurs hematopoietiques, oligopotents, susceptibles 
d'etre traites dans les conditions de Pinvention, sont par exemple les 
progeniteurs lymphocytaires communs (CPL) ou les progeniteurs my6lofdes 
communs (CMP), ou des progeniteurs erythrcVmegacayocytaires (MEPs) ou 
granulocytes/monocytes/macrophages (GMPs) des cellules pr6sentatrices 
d'antigenes des cellules dendritiques, notamment des cellules de Langerhans. 

Alternativement, Pinvention permet avantageusement le conditionnement 
de cellules souches qui sont des precurseurs et, selon un mode de realisation 
particulier de Pinvention, des pr6curseurs hematopoietiques. Ces cellules sont 
orientees et n'ont plus de capadte d'auto-renouvellement. Hies peuvent, par 
proliferation, ou differenciation, conduire aux cellules matures de leur Iign6e. 

Les cellules souches conditfonn6es selon Pinvention peuvent etre des 
cellules pathologiques. Cest notamment le cas des cellules souches 
hematopoietiques preievees chez des patients atteints de Panemie de Fanconi, 
dont le conditionnement selon Pinvention et la transduction par des vecteurs 
retroviraux est decrite ci-apres. D'autres pathologies conduisant d une mort 
cellulaire programmee, ou apoptose, excessive peuvent etre concemees. 

Les cellules souches peuvent par exemple etre preievees a partir de la 
moelle des patients ou a partir du sang de cordon, ou encore etre mobilisees 
dans le sang peripherique. 
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Les cellules souches que Pon veut traiter selon l'invention peuvent a 
Tinverse etre des cellules norrnales. Ces cellules peuvent cependant provenlr 
d'un patient souffrant d'une pathologie affectant d'autres types cellulaires ou 
tissulaires, par exemple de patients souffrant de cancer, de maladies 
hereditaires du metabolisme, de maladies neurodegeneratives, ou de deficits 
immunitaires, ou par exemple du SIDA. 

Les inventeurs ont ainsi observe que des cellules souches 
hematopoietiques d'une patiente souffrant de cancer du sein, ont pu etre mises 
en culture aprds conditionnement au moyen de compositions £ activity 
antioxydante dans des conditions ameiiorant leur viabilite et leur 6tat. Cette 
amelioration de la viabilfte et de l'6tat des cellules cultivees a permis d'accroTtre 
Fefficacite du transfert de genes, en particulier en utilisant un vecteur retroviral 
d6rive de Poncoretrovirus de Friend. 

L'invention a aussi pour objet des cellules conditionn6es par une 
composition £ activite antioxydante rfepondant £ Pune quelconque des 
definitions donnees ci-dessus, lesdites cellules etant des cellules souches, et 
en particulier des cellules souches primaires, ou des cellules souches ayant 
conduit & des prog6n'rteurs ou d des precurseurs. II s'agit avantageusement de 
cellules souches hematopoietiques, et par exemple, de cellules souches 
hematopoietiques CD34+. 

Comme indique pr6cedemment ces cellules peuvent etre pathologiques 
ou norrnales. 

Selon un mode de realisation particulidrement prefere de l'invention, la 
composition £ activite antioxydante est constituee par la N-acetylcysteine, dans 
les conditions de concentration d6crites ci-dessus. 

invention conceme aussi un milieu de culture formuie pour le 
conditionnement de cellules souches, comprenant une composition ayant une 
activite antioxydante. Le milieu de culture r6pond, en ce qui conceme la 
composition & activite antioxydante, aux definitions qui ont et6 donnees ci- 
dessus. 
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Le milieu de culture peut etre prepare a partir de milieux disponibles, plus 
particulierement de milieux synth§tiques sans serum. A titre d'exemple, on cite 
le milieu Cellgro SCGM. 

Dans la partie experimental qui suit, ('utilisation d'une composition a 
activity antioxydante constitute par la N-acetylcysteine est d£crite dans le 
cadre de la transduction de cellules souches hematopotetiques de patients 
atteints de I'anemie de Fanconi. Elle peut, selon les memes modalites, Stre 
mise en oeuvre dans d'autres pathologies induisant notamment un deficit 
m6dullaire. 

Les figures qui suivent illustrent 

Figure 1 : constructions de vecteurs utilisSes pour la transduction de 
cellules souches hematopoietiques d'un patient attefnt de I'an6mie de Fanconi. 

Figures 2 a 5 : analyse de Peffet du conditionnement de cellules souches 
hematopoietiques par la N-ac6tylcyst6ine (NAC) sur le titre cellulaire, de 
cellules transduites par le vecteur 4B3 portant le gene normal FANCA (figures 2 
et 3), de cellules infectees avec C5 (vecteur FOCHA-neo-IRES-CD24) pendant 
15 jours (figure 4) et sur la survie des particules retrovirales (figures 5). 

Figure 6: cellules non transduites formant des CFUs, conditionn6es avec 
I'AMIFOSTINE (a), le VASTAREL(b) et la N-acetylcysteine (c). 

Figure 7 : observation histologique aprds cytospin des cellules de la LTC 
poussant en suspension & j65 (les cellules semi-adherentes n'ont pas ete 
detachees) ; coloration au May-Grunwald-Giemsa. 

Figure 7a) : cellule en prophase de mitose attestant d'une activity 
mitotique des cellules transduites a un stade trds tardif de la culture ; 

Figure 7b) : groupe de cellules d'aspect prgcurseur myeloide avec un 
rapport nucl6o-cytoplasmique faible et des granulations intra-cytoplasmiques ; a 
noter une cellule au noyau fragments d'aspect apoptotique (cadran gauche 
sous la ligne m6diane). 

Figure 8 : culture a long terme de cellules primaires de moelle osseuse 
non fractionnee de patients FA-A d J70 : 
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Figure 8a) : cellules en suspension de taille variable (ceci correspond a 
la figure 7b apr6s cytospin) ; 

Figure 8b) : petites cellules r6fringentes semi-adherentes aux cellules 
mesenchymateuses. 

Figure 9 : analyse sequentielle du phenotype des cellules incluses dans 
la culture £ long terme en cytom&rie de flux, en comparant cellules temoins non 
transduites (Nl) et cellules g6n6tiquement manipulees (3B5) ; 

Figure 9a) : marqueurs de la Iign6e lymphoide (cellules T) : la moelle est 
done initialement constitu6e d'une tres large majority de cellules lymphocytaires 
(ce qui est parfaitement anormal) qui disparaissent presque compl&ement des 
hurt jours de la LTC ; elles sont remplacees par des cellules myeloides-lign§e 
granuleuse qui s'amplifient dans le puits transduit ; 

Figure 9b) : elles sont remplacees par des cellules myeloides-lign6e 
granuleuse qui s'amplifient dans le puits transduit ; 

Figure 9c) : ainsi qu'apparaissent des cellules de la Iign6e 6rythroide 
avec une augmentation regulidre de ce pourcentage attestant d'une 
normalisation tres significative car I'absence de precurseurs de cette Iign6e est 
caracteristique de I'an6mie de Fanconi ; 

Figure 9d) : presence rfun contigent de la Iign6e monocyte-macrophage. 

Figure 10: j65 de culture & long terme, analyse en microscopie 
confocale : 

Figure 10a): Marquage CD24+ de cellules transduites avec le vecteur 
FOCHA-FANCA-IRES-CD24 a j65 de culture. Toutes les cellules observees 
sont positives et done transduites ; 

Figures b) et c) : la taille et la morphologie des cellules transduites sont 
polymorphes. 

Figure 1 1 : microscopie confocale: marquage CD34 (Alexa) et 
visualisation du noyau en iodure de propidium £ j70 de la LTC. 

Figure 11a) : cellule CD34+ avec un rapport nucleocyloplasmique 
nettement different de la majorite des cellules de la LTC ; 
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Figure 11b) : groupe de cellules avec une seule dont le marquage 
apparaft signlflcatif (en haut £ gauche) ; & noter f discret signal juxta-nucleaire 
dans la celllule du cadrant inferieur gauche. 

Figure 12 : comparaison de l'effet de plusieurs antioxydants ou 
composes a effet protecteur sur la capacity clonogenique de cellules primaires 
de moelle de patients atteints d'anemie de Fanconi, plantees 36 heures apres 
decongelation et mise en presence immediate des composes. Les cellules non 
conditionn6es ne sont pas representees, aucune colonie n'etant observee. 
L'effet tout a fait singulier de la NAC est materialise sur cette figure par la 
difference de taille des colonies obtenues (nombre de cellules radicalement 
different). La difference en nombre des colonies n'apparalt pas; elle est 
cependant tout aussi significative (deux-trois centre plusieurs dizaines avec la 
NAC). 

Figure 13 : idem d la figure 12 avec indication de l'effet tout & fait 
singulier de la NAC sur la nature des colonies obtenues : a la fois BFU-E et 
CFU-GM. 

Exemples 
Problematlaue 

L'anemie de Fanconi : caract6ristiques generates 

La maladie de Fanconi, le Xeroderma pigmentosum et TAtaxie-telangiectasie 
constituent des maladies representatives d'un groupe de maladies genetiques 
h&r6ditaires rares caract6risees par une hypersensibilite aux agents capables 
d'alterer TADN; ainsi qu'une predisposition marquee au developpement de 
proliferations malignes. Ces maladies ont 6te regroup6es sous le terme plus 
general de Maladies Hereditaires de la Reparation de l'ADN. 

Plusieurs entites genetiques :hult groupes de complementation 

Au moins hurt groupes de complementation distincts ont 6t6 identifies sur la 
base d'experiences de fusion cellulaire FA-A ^ FA-E (Strathdee et al, Nat Genet 



WO 02/29011 



PCT/FR01/03087 



13 



1992a; 1(3) :196-8; Joenje et al.,Human Genet 97 : 280-282 1996). La 
proportion de patients appartenant a chacun des groupes reste imprecise, mais 
FAA est tres largement majoritaire (70%). 

Localisation de cinq genes (sur huit) /Pathologle moleculaire 

Le premier pas a ete franchi lors du clonage du gene FACC, localise en 
9q22.3, defectueux dans le groupe C de complementation (Strathdee et coll., 
1992 Nature : 356, 763-767). ^identification des mutations du gene FAC a ete 
utilises pour identifier plus precisement la proportion des patients appartenant a 
ce groupe (Auerbach et coll. Cancer Genet Cytogenet 51 : 1-12, 1991; 
Verlander et al., 1994 Am J of Hum Genet 1994 54 : 595-601/ IFAR). Whitney 
et coll. (1995) ont localise le gene de I'anemie de Fanconi groupe D (FA-D) sur 
le bras court du chromosome 3. Plus interessante encore est la localisation 
contemporaine de la maladie de Fanconi-groupe de complementation A sur le 
chromosome 16q24.3 (Pronk et al.,Nature Genet. 1995 Nov 11 : 338-340). 
Cette localisation a represente le premier pas vers le recent clonage 
positionnel du gene (Lo Ten Foe et al, Nat Genet ; 14 : 320-323 1996). 
Vers une Thtrapie G6nique de la Maladie de Fanconi 

La maladie de Fanconi a actuellement pour seul traitement efficace la greffe 
de moelle osseuse, dans la mesure ou un donneur histocompatible est 
disponible. L'opportunite de developper une therapie genique qui consists a 
ajouter une copie normale du gene deficient dans les cellules souches 
hematopoietiques represente un objectif d'interet majeur, accessible a moyen 
terme. Cette approche est susceptible de s'adresser a une majorite de 
malades. 

Un avantage selectif in vivo des cellules genetiquement corrigees est 
attendu. Ce phenomene pourrait permettre une colonisation et une 
reconstitution sans necessite de recourir a une myeloablation prealable. La 
prevention potentielle du syndrome myelodysplasique et de la leucemie devra 
etre evaluee. 
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En effet, le rgtablissement d'une h§matopoiese fonctionnelle pourrait 
prevenir la proliferation de clones pr£curseurs leucemiques porteurs 
d'aiterations g6netiques. 

Situation actuelle du suiet - 

Des tentatives ont 6t£ entreprises anterieurement avec le gene FANCC par 
Liu et coll. (Walsh et aL, C Blood 1994 ; 84 : 453-459 ; Liu et al, 1997 Hum 
Gene Therapy ; 8 : 1715-1730 & Human Gene Therapy ; 1999 10 : 2337-2346). 
Un essai clinique a 6t6 in'rtie au NIH. Tandis que la mobilisation de cellules 
CD34+ s'est averee possible, il n'existe aucune Evidence a ce jour en faveur de 
la transduction de cellules hematopoietiques a dur6e de vie prolong£e. Des 
limitations d'ordre technologique ont probablement contribue & emp§cher un 
succes clinique. 

Ces auteurs ont rapports des donnees de correction ph£notypique avec le 
gene FANCA. Le vecteur utilise est le meme que pour FANCC et les r£sultats 
limits a la transduction de cellules clonogenes, uniquement CFIM3 ou CFU- 
GM, sans CFU-E ni CFU-Mix (Fu et al, 1997 Blood ; 90 : 3296-3303). 

Les inventeurs se sont int6ress6s d la transduction des cellules avec une 
capacite de reconstitution h6matopoi6tique in vivo ; avec le g£ne FANCA et & 
des demonstrations prealables avec un g6ne marqueur au moyen du vecteur 
du laboratoire. 

Strateaie et Materiel et Methodes 

La strategie proposee repose sur le transfert retroviral du g£ne FAA dans les 
cellules souches h6matopoietiques ; 17 construction d'uri vecteur retroviral 
derive du virus de Friend (figure 1), a partir des sequences et des vecteurs 
decrits dans la demande de brevet WO 95/01447, caracterise par un tmopisme 
hematopoietique et une haute infective ; 27 manipulation g6netique de 
pr6curseurs CD34+ selon des procedures adaptees a une mise en oeuvre 
clinique. 

Materiel & methodes 



WO 02/29011 



PCT/FR01/03087 



15 

1°/ Construction retrovirale 

27 Generation de clones producteurs de hauts titres infectieux 

3°/ Correction ph6notypique de Iign6es lymphoblastoides de patients FA-A 
et caracterisation des anomalies moieculaires dans un groupe selectionne 
de patients FA-A. 

^/Transduction de prog6niteurs hematopoietiques CD34+ s§lectionn6s £ 
partir de sang de cordon ombilical de sujets normaux ; en utilisant des 
procedures conformes a une utilisation clinique 

5°/ Collection de progeniteurs hematopoietiques CD34+ chez des patients 
FA-A. Les progeniteurs sont mis en culture en presence de N-acetylcysteine 
ajoutee pendant la culture de fagon a obtenir une concentration finale de N- 
ac6tylcysteine de 1mM. 

6°/ Transduction de progeniteurs de patients FA-A et Evaluation in vitro d\me 
amelioration fonctionnelle potentielle 

7°/ Reconsfrtution et/ou persistance a long terme de progeniteurs 
genetiquement manipules dans les souris immunodeficientes avec le vecteur 
WO 95/01447 transmettant soft des genes marqueurs, soit le gene FANCA. 
U evaluation de la transduction et de I' expression est positive a j90. 

8°/ Correction phenotypique de cellules d'animaux Fanca -/- transduits avec 
le gene FANCA et reconstitute et/ou persistance & long terme dans des 
souris syngeniques. 

9°/ Administration in vivo de particules virales dans les cellules souchea 
hematopoietiques au moyen d f un dispositif original 

107 Verification des conditions et procedures de production de retrovirus 
defectifs destines a un usage clinique : mise en conformite avec la 
reglementation 
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Caracterisation des anomalies mol4culaires en vue de la selection d'un 
groupe de patients FA-A susceptibles de b6n6ficler d'une intervention par 
theraple genique 

Les mutations observees sont de nature tres diverse (un total d'une centaine 
est dgcrit a ce jour) f disperses sur toute la longueur du gene, dont le cadre de 
lecture est de 4300 nucleotides environ, rgpartis en 43 exons sur 80 kb environ 
(lanzano et al, Genomics 1997 ; 41 : 309-314). L'etude initiale (Wijker et al. Eur 
J Hum Genet 1999 : 7 : 52-9) a pu rnettre en evidence des mutations chez 
seulement 49% des patients (cohorte de 90 malades). Le spectre de mutation 
est trds het6roggne, celui-ci comprenant des mutations ponctuelles (codon 
stop), des microd6letions, des insertions, des anomalies d'6pissage, et une tres 
grande proportion de deletions intrageniques importantes pouvant comprendre 
jusqu'a 30 des 43 exons du gene FANCA. La m6thodologie initialement 
d6veloppee (screening par SSCP, puis sequengage) permetta'rt difficilement de 
d6tecter Pensemble de ce spectre mutationnel. C'est pourquoi, un protocole 
original d' identification des mutations a ete mis au point. Le test analyse (i) les 
del6tions intrag6niques : une PGR multiplexe utilisant une combinaison 
d'amorces est initi6e a partir de I'ADN genomique suivie d'une analyse 
quantitative de la fluorescence par comparaison avec des sequences natives ; 
et (ii) les mutations apres RT-PCR a partir de TARN total, detectees par 
analyse en fluorescence du divage chimique des mesappariements sur un 
sequenceur ABI. Cette approche, appliqu6e sur un echantillon de 26 lignges 
d6rivees de patients FA-A, a mis en evidence au moins une mutation par lignee 
et 43 alleles mutants sur 52 possibles (Morgan et al. Am J Hum Genet, 1999 ; 
65: 1330-1341). 40% des alleles mutants sont de targes deletions intra- 
ggniques qui emportent jusqu'a 31 exons du gene. Ainsi, ce type de mutation 
pourrait etre considere comme le plus frequent pour le gene FANCA. Plusieurs 
point communs de deletion sont relev6s et il existe une correlation significative 
entre le nombre de points de cassure d6tect6 au niveau d'un intron et le 
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nombre de repetitions Alu qu'il contient. line recombinaison des sequences Alu 
pourrait ainsi jouer un role dans le mecanisme deletionnel. 

Des analyses d'eventuelles correlations phenotype/ genotype sont en cours. 

Correction ph6notypique de ligntes lymphoblastoides et de fibroblastes 
primaires de patients FA-A 

Lign6es lymphoblastoides 

Cette etape nous a permis d'authentlfier la transduction et ('amelioration 
fonctionnelle resultante, de cellules de patients plus faciles a cultiver in vitro 
que des cellules hematopoietiques primaires. Les jeunes enfants sont ainsi 
dispenses de prelevements Heratifs de cellules rares et precieuses dont le 
prelevement risquerait d'amputer le potentiel hematopoietique. Une banque de 
cellules immortalisees a d'ores et deja ete constitute au niveau europeen 
(EUFAR). 

Les cellules testees ont des mutations caracterisees du gene FANCA ; 
les cellules temoins comprennent des cellules avec des mutations 
caracterisees d'un autre gene responsable d'un groupe de complementation 
independant : le gene FANCC et enfin, des cellules lymphoblastoides normales 
dont la cinetique de croissance sert de reference. Les tests de correction 
reposent sur une analyse moleculaire des cellules genetiquement manipulees 
et la demonstration d'une amelioration fonctionnelle attribuable au transfert du 
gene sain. 

Des vecteurs contrdles vehiculant les genes marqueurs sont utilises en 
parallele avec les vecteurs FANCA ± CD24. En effet, le cadre de lecture du 
gene FANCA a ete taille a facon afin de s'adapter aux caracteristiques du site 
de clonage optimise, pour la transcription et la traduction du vecteur FOCHA 
(Cohen-Haguenauer et al.Hum Gene Ther1998). 

L'une des constructions est bicistronique (FOCHA-FAA/G4-I RES-CD24) 
comportant I'ADNc du gene de Fanconi-A (FANCA) et une sequence IRES 
suivie de I'ADNc du gene codant pour I'antigene de surface CD24. Cet epitope 
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permet une identification rapide des cellules aprgs fixation a un anticorps anti- 
CD24. Cette construction permet de r6aliser tres rapidement les Stapes initiales 
de validation de ('expression du gene FANCA et des consequences 
fonctionnelles resultantes. La seconde construction (FOCHA-F>4A/Ci4) ne 
contient que I'ADNc FANCA & des fins de d^veloppements cliniques. Les 
constructions ont 6t§ s6quenc6es ; integralement pour les parties jonctionnelles 
en 5' et en 3\ soit sur les deux tiers distaux ; une analyse en Fluorescence 
Activated Mismatch Analysis a 6t6 entreprise sur la totality des cadres de 
lecture. Aucune incompatibility avec la sequence canonique telle que dessinee, 
n'a pu etre identiftee. 

Quelle que soit la construction utilis6e (figure 1) (FOCHA-FANCA ou 
FOCHA-FANCA-IRES-CD24 ), un Schantillon de cellules testees est transduit 
en paraltele avec le meme vecteur transmettant un g6ne rapporteur. II s'ag'rt de 
FOCHA-GFP, v6hiculant le gene de la Green Fluorescent Protein (EGFP-1) 
codant pour la proline fluorescente verte, utilisSe comme marqueur vital dont 
I'expression dans une cellule donn6e peut §tre suivie dans le temps. L'autre 
construction utilisee est bicistronique : FOCHA-NEOIRES-CD24. Les cellules 
transduites avec ce vecteur peuvent Stre a la fois rep6r§es par I'expression de 
surface de Tantigene CD24 et soumises a une selection pharmacologique par le 

G418 (g§neticine R ). Get outil constitue un excellent element de reference, lors 
des experiences realis6es avec le vecteur bicistronique FOCHA-FAA/CA-IRES- 
CD24. Nous disposons de clones producteurs de pseudotypes amphotrope (A/ 
R6cepteur Pit-2) et de pseudotype primate non-humain Gibbon Ape Leukemia 
Virus (GALV/ R6cepteur Pit-1) d partir de Iign6es productrices d'origine 
humaine, TE-FLY derivSes de la cellule TE-671 (Cosset et al, 1995). Les 
surnageants contiennent de hauts titres avec les quatre vecteurs (entire 5x1 0 5 
entre 5x1 0 6 cfu/ml pour les vecteurs FANCA ; et entre 5x1 0 7 a 10 8 cfu/ml pour 
les vecteurs v6hiculant des genes rapporteurs). 
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Une premiere 6tape consiste a authentifier la transduction et gtudier sa 
stability. Elle repose sur la conjonction de tests mol6culaires, essentiellement 
PCR et RT-PCR, suivis de traduction in vitro a partir d'ADN ou d'ARN. Une 
combinaison judideuse d'amorces de PCR dont les sequences sont donn£es 
plus loin, sp§cfflques soit de sequences propres au vecteur retroviral, soit du 
cadre de lecture FANCA, permet d'authentifier au niveau moteculaire la 
presence et i'expression du transgfene. En outre, les mutations endogdnes 
affectant la taille ou la stabilite de I'ARN ou de la proline tradu'rte, sont 
visualises. Une seconde §tape repose sur le suivi de I'expression de PantigSne 
CD24. Get Epitope permet une identification rapide des cellules apres fixation a 
un anticorps anti-CD24 et/ ou leur selection : (i) analyse FACS, (ii) microscopie 
en fluorescence et confocale ; (iii) ou selection sur colonnes apr£s fixation 
(sandwich) sur des billes MACS (Miltenyi-Biotech). Une augmentation 
hautement significative du nombre des cellules exprimant le CD24 est observee 
aprfes traitement d la Mitomycine C, puisque les cellules sont pratiquement 
toutes positives en immunofluorescence. 

L'etape cruciale correspond £ la demonstration d'une correction 
phenotypique faisant appel d la normalisation des tests fonctionnels en 
pr6sence de Mitomycine C (ou de Dtepoxybutane) qui etablissent le diagnostic 
de la maladie : 1°/ Cingtique de croissance des cellules genetiquement 
maniputees versus cellules temoins : (i) numeration cellulaire ; (ii) mortality 
cellulaire ; (Hi) Cycle cellulaire (FACS), avec reversion du blocage massif en 
G2, 48 heures apres traitement unique par une dose massive de Mitomycine C 
(100 nM); 2°/ Analyse des cassures chromosomiques, apr£s un traitement 
prolong^ sur plusieurs semaines (6 semaines pour les lignees 
lymphoblastoides), a doses mod6rees. 

Fibroblastes primates (origine m6dullaire) de patients FA-A 

Des pr§tevements de moelle osseuse ont 6t6 realises chez six patients 
FA. Dans chaque cas, des cultures de cellules adh6rentes ont ete mises en 
route et des fibroblastes primaires obtenus et amplifies (culture menagSe en 
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atmosphere hypoxique). Les cellules prlmaires ont I'avantage, outre de 
representer un materiel humain non modifie par une immortalisation artificielle, 
d'etre potentiellement plus sensibles aux effets de la correction phenotyplque. 
Des modifications tres manifestes de cinetique de croissance cellulaire ont ete 
observees apres infection par un clone FOCHA-FANCA-\RES-CD24. La 
croissance cellulaire en conditions normoxiques est retablie. La mise en 
evidence d'une transduction effective et stable et de la fbnctionnalite du 
transgene est confirmee par une approche en tous points similaire a celle 
decrite ckiessus. En particulier, les cellules sont devenues resistantes a de 
tres fortes doses de MMC. 

Cellules hematopoietiques prlmaires de patients FA-A 

Ceci represent© une etape delicate. En effet, les cellules des patients 
atteints d'Anemie de Fanconi sont caracterisees par un cycle cellulaire altere et 
une rarefaction considerable. Les experiences doivent done dtre 
imperatlvement realisees sur de faibles nombres de cellules. Cet element ne 
fait qu'ajouter a la difficult^ de recueil des progeniteurs hematopoietiques d'une 
part, et d'autre part a la difficulty technologique de transduction des cellules 
souches hematopoietiques. Les donnees preliminaires des cytaphereses qui 
ont ete effectuees a minima et prudemment, indiquent un rendement tres 
modeste en cellules CD34+ aprds mobilisation chez les enfants atteints 
d'Anemie de Fanconi. II nous est done apparu indispensable d'avoir recours au 
prelevement de moelle osseuse. 

Ces cellules ont ete maintenues en culture avant toute transduction dans 
un milieu contenant de la N-acetylcysteine ajoutee des le debut de la mise en 
culture et pendant la duree de la culture, de sorte que la concentration finale de 
N-acetylcysteine est de 1mM. Des experiences preliminaires ont porte sur des 
echantfllons medullaires preleves chez des enfants aplasiques juste avant le 
conditionnement pour greffe de moelle allogenique. Ces donnees sont 
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encourageantes car, dans ces conditions d'alteration extreme de 
rhematopoiese, les cultures cellulaires ont pu etre maintenues pendant une 
quinzaine de jours, en hypoxie (5% 02). Meme si ces cellules de moelle 
osseuse ont un potentiel clonogenique initial tres faible, voire le plus souvent 
nul en I'absence cfantioxydant (2-3 CFU pour 100 000 cellules), la transduction 
de cellules par un gene marqueur (GFP) est mesurable de I'ordre de 2-5% 
cellules infectees. 

^amelioration du taux de transduction avec des vecteurs controles 
vehiculant des genes rapporteurs a ete permise par I'adaptation des conditions 
d'oxygenation, Cusage d'antioxydants tels que la N-acetylcysteine, la nature et 
la concentration des cytokines utilisees. 

Les resultats obtenus sur huit patients montrent que : (i) nous avons pu 
retablir la culture de cellules medullaires par rapport a des temoins ; I'avantage 
selectif des cellules efficacement manipulees est manifesto; (ii) si, en I'absence 
de manipulation genetique, le nombre de CFUs apres 10 Jours en culture chute 
a zero, nous avons pu obtenir, apres transfert du gene normal, non seulement 
le maintien du nombre de colonies mais encore, une amelioration qualitative en 
taille et en nature avec apparition de colonies eiythroTdes et de colonies mixtes, 
et meme des cellules CD34+ (7%) en fin de culture a j70. 

La transduction des cellules de moelle osseuse non fractionnee de 
patients FA-A a ete realisee comme suit La procedure a ete effectuee sur des 
cellules cultivees en hypoxie (5% 02) pendant les 28 premiers jours de la 
culture. A ce stade de la culture (correction fonctionnelle attribuee a 
rexpression stable du gene correcteur), les cultures ont ete secrees de NAC et 
remises en conditions d'oxygenation normale. 

JO 

Les celllules de moelle osseuse non fractionnee de patients FA-A ont ete 
decongelees en milieu SCGM-CellGenix. Elles ont ete plantees en plaque de 
12 puits ; plusieurs puits ont ete plantes. En particulier, les puits temoins non 
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transduits ont ete cultives en parallele, selon les m§mes procedures. Les 
cultures ont ete realisees en presence de NAC a la concentration de 1mM des 
la decongelation. Du TPO a ete ajoute a raison de 100 ng/ml (pendant les 24 
premieres heures). 

J1 moins 16 heures 

De I'anti-TGFp a ete ajoute aux cellules en culture a une concentration 
de 10ug/ml. 

A J1 a debute la transduction. Du sumageant viral prepare directement 
en milieu SCGM a 6t§ ajoute a une MOI de 5-10 particules par cellule. 

NAC 1 mM 

Anti-TGFp 5ug/ml 

TPO 25 ng/ml 

LIF 25 U/ml 

SCF/MGDF 25 ng/ml 

FLT-3 25 ng/ml 

A J2 et J3, la procedure a ete renouvelee dans les m§mes conditions. II 
est important de noter que les cellules n'ont jamais ete centrifugees. Aussi, bien 
qu'elles aient pousse en suspension et n'aient pas ete adherentes, le milieu a 
simplement et delicatement ete preleve pour les 2/3 et remplace par le 
sumageant frais et additionn6 des cytokines aux concentrations specifies a J1 . 

La NAC etait toujours presente dans le milieu de culture a une 
concentration de 1mM. 

A J4, les cellules ont ete placees en conditions de culture & long terme. 
La culture a ete demarr§e en suspension. Au til des jours, des cellules 
adherentes de type mSsenchymateux sont apparues. Le milieu de culture de 
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base a toujours ete le milieu SCGM. La nature des cytokines utilisees et leur 
concentration ont cependant differ^ : 

TPO 5 ng/ml 

LIF 10U/ml 

SCF/MGDF 25 ng/ml 

IL3 5 U/ml 

G-CSF 10 U/ml 

Epo 0,5 U/ml 

FLT-3 5 ng/ml 

Ensuite et chaque semaine, le milieu a ete renouvete et les cellules 
analysees. 

Les r§sultats obtenus sur la correction gSn6tique des cellules primaires 
de moelle osseuse non fractionnSe de patients FA-A se sont affin6s. Nous 
avons en effet pu mettre en Evidence une correction fonctionnelle complete des 
cellules primaires de moelle de patients Fanconi-A, sur les arguments suivants : 

• (1 ) Dds la troisfeme semaine et quel que soit I'Schantillon, les cultures 
de cellules non transduites 6taient constitutes de d6bris anucl&§s. 

• (2) Culture a long terme sur 70 jours avec images de mitoses (cf 
figure 7a) et pr6curseurs my6loides abondants (cf figure 7b). 70% de 
cellules ne prenaient ni Pannexine ni IMP a ^analyse au cytomdtre de 
flux: il s'agissait done de cellules vivantes et de surcroft non 
apoptotiques, dont le noyau etait bien visible avec un rapport 
nucleocytoplasmique variable. 

• (3) Disparition de la fragility cytoplasmique ; ainsi, la r6alisation de 
cytospin et Pobservation entre lame et lamelle 6taient devenues 
possibles. 
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• (4) Differentiation h£matopoi6tique harmonieuse au fur et £ mesure 
de la culture £ long terme avec des cellules de taille variable (figure 
8a) et normalisation du diam&tre moyen des cellules qui passe de 5 a 
10 microns entre le j1 et j70 (confocal et FAGS). Le phenotypage des 
cellules analysees au cytom&re de flux (suivi s&juentiel des 
marqueurs-FACS) ; figures 9a & 9d) a indique en fin de culture a j70, 
la presence d'un contingent 6rythroide (30-35 % de cellules 
Glycophorine A +), mono-macrophagique (3-4 % de CD14+) et 
beaucoup de granuleux (autour de 60% de CD15+). 

• (5) Les cellules pr6sentes dans la culture 6taient uniquement des 
cellules transduites comme en ont atteste les images de microscopie 
confocale (figures 10a, 10b & 10c). L'analyse FACS a confirm6 la 
presence d'un marquage CD24 sur plus de 65% des cellules. Enfin, 
les tests mol6culaires (PCR et RT-PCR) analysant le gdne dMnteret 
dans son contexte retroviral, ont confirm^ la transmission et 
Integration du transgdne. 

• (6) Enfin, de manfere tout & fait surprenante et devant I'aspect 
particulier des cultures d long terme, ou etart apparu un contingent de 
superbes petites cellules r&fringentes semi~adh6rentes aux cellules 
« m6senchymateuses » (figure 8b), un marquage CD34+ a ete 
retrouv6. Celui-ci a 6te constate tant au niveau du microscope 
confocal (figures 11a et 1 1b) qu'au niveau de l'analyse par cytom6trie 
de flux. Le contingent CD34+ reprSsenta'rt 7% des cellules analys6es 
a j70 de la culture tandis qu'£ j5 aucune cellule CD34 n'etait detectee. 

II convient de noter que les procedures experimental ont 6te 
caracteris§es par rutiiisation de concentrations tr&s modestes de cytokines 
pendant la transduction et de meme au cours de la LTC. La presence de NAC 
des la d£congefation / mise en culture et jusqu'd la correction fonctionnelle des 
cellules primaires a represents un Element critique du systeme. Uobjectif 
poursuivi 6tait de pouvoir permettre aux cellules de se maintenir et de se 
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multiplier sans d6clencher une crise proliferative intense et transitoire qui aurait 
epuis6 pr§matur6ment la culture. En outre, la reapparition de cellules CD34+ 
pourrait temoigner de la transduction de cellules avec un potentiel de 
reconstitution hematopotetique que la procedure experimental serait capable 
de maintenir tout au long de plus de deux mois de culture in vitro. 

Le tableau 1 ci-dessous foumit un resume de I'effet du conditionnement 
avec NAC sur les cellules primaires de moelle osseuse de patients FA-A. 
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TABLEAU 1 



Patient 

Nombre de 
cellules JO 


Standard 
P0 2 


Standard 
P0 2 
+ NAC 


Hypoxie 
+ NAC 


Hypoxie / 
NAC / FICD 


#12 
1000x10 E 3 


Nl 3,7 
FICD 98 








#2 

1000x10 E 3 


Nl 27 
FICD 225 


Nl 63 


Nl 110 




#2 
200 x 10 E 3 


ND 


Nl 60 


Nl 104 
j20 0 


FICD 170 
j20 70 



-Nl = Non transduit 

- ND = Non fait 

- FICD = vecteur FOCHA-FANCA-I RES-CD24 
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En paraltele, transduction de progeniteurs hematopoietiques CD34+ de 
sujets normaux ; en utilisant des procedures conformes a une utilisation 
clinique 

Cette etape est destinee a demontrer un transfert efficace du gene 
FANCA et une expression resultante a long terme, dans les cellules souches 
hematopoietiques humaines, suivant les procedures validees dans notre 
Laboratoire. 

Des experiences de reconstitution a long terme chez I'animal ont ete 
pratlquees sur des souris NOD/SCID, avec les constructions vehiculant les 
genes marqueurs soit GFP solt Neo-IRES-CD24, dont I'expression a pu etre 
observee a 6 mois. Cecl constitue le meilleur modele devaluation du 
comportement des cellules souches de patients explantees, modifiees 
genetiquement in vitro, puis reimplantees. Le vecteur FICD a lui aussi ete teste. 
Transduction et expression ont ete verifiees a j90 sans aucune pression de 
selection. 

L'efficacrte du transfert du gene FANCA a ete verifiee sur des cellules de 
moelle d'animaux Fanca -/-. Un modele de greffe syngenique chez la souris 
fanca-l- est en cours de realisation. Si la souris ne presente spontanement 
aucune anomalie de I'hematopoiese, une hypersensibilite est retrouvee apres 
exposition des animaux in vivo aux agents toxiques pour les cellules FA. Ainsi, 
radministration sequentielle de doses non letales aboutit progressivement a 
une diminution de tous les parametres de la numeration sanguine. Ce regime 
de traitement affecte selectlvement le compartiment medullaire sans toucher les 
autres tlssus prolrferatifs. Des experiences visant a tester le benefice de la 
transduction de cellules murines pour obtenir une abolition de la 
symptomatologie fonctionnelle apres administration chronique de MMC ont ete 
realisees. 
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Des cellules clonogeniques primaires de moelle osseuse de souris 
d6ficientes pour le gene fanca ont et6 transduites par un vecteur retroviral 
pseudotype au moyen de la glycoproteine d'enveloppe VSV-G, et porteur du 
gene FANCA humain. La transduction a ete r6alis6e a raison de 2 infections sur 
2 jours avec une MOI de 5. D'une part, 25 % des cellules transduites par le 
vecteur retroviral etaient resistantes & 10 nM de MMC. D'autre part, le gene 
FANCA humain etait capable de complementer la deficience genetique des 
souris. 

L'absence d'interaction due a la presence de N-acetylcysteine sur la 
viability des particules vecteurs mises en oeuvre dans les experiences de 
transduction et sur I'infection des cellules cibles par ces particules est pr§sente 
sur les courbes constituant les figures 2 a 5. Ainsi, le conditionnement des 
cellules cibles avec la N-acetylcysteine ne perturbe pas la cinetique des 
particules vecteurs retrovirales et n'affecte pas les titres cellulaires des cellules 
transduites. 

Les tableaux qui suivent pr6sentent des resultats de numeration des 
cellules souches hematopoietiques £ dffferents moments de la culture cellulaire, 
faisant apparaltre Amelioration de l'6tat des cellules en presence de N- 
acetylcysteine, cette amelioration etant observee a la fois pour les cellules 
souches hematopoietiques transduites et pour les cellules souches 
hematopoietiques non transduites, des lors qu'elles sont conditionnees par la 
N-acetylcysteine. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d'une composition & activity antioxydante pour le 
conditionnement invitra de cellules souches. . . 

2. Utilisation selon la revendication 1, caract6risee en ce que la 
composition a activite antioxydante comprend la N-acetylcyst6ine. 

3. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 & 2, 
caract§risee en ce que le conditionnement des cellules souches est realise 
dans des conditions permettant le maintien des cellules en culture, et/ou leur 
auto-renouvellement, et/ou leur amplification, et/ou leur differentiation, et/ou 
leur proliferation et/ou la regeneration de leur potentiel souche. 

4. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 £ 3, 
caracterisge en ce que le conditionnement des cellules souches est realise 
dans des conditions permettant le transfert de genes dans ces cellules. 

5. Methode de traitement in vitro de cellules souches, comprenant une 
etape de conditionnement desdites cellules avec une composition & activite 
antioxydante. 

6. Methode de traitement in vitro selon la revendication 5, caract6ris6e 
en ce que la composition d activite antioxydante comprend de la N- 
acetylcysteine. 

7. Methode selon Tune quelconque des revendications 5 & 6, 
caract6ris6e en ce que la composition antioxydante est ajoutee au debut de la 
mise en culture des cellules et optionnellement en cours de culture. 

8. Utilisation selon Tune quelconque des revendications U 4 ou 
methode selon Tune des revendications 5 a 7, caracteris6e en ce que la 
composition d activite antioxydante est apportee d une culture de cellules 
souches hematopo'ietiques, a une concentration finale dans la culture de 0,5 a 
10mM. 
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9. Utilisation ou methode selon rune quelconque des revendicatlons 1 a 
8, caracterisee en ce que les cellules souches sont des cellules souches 
primaires. 

10. Utilisation ou methode selon I'une quelconque des revendications 1 a 
8, caracterisee en ce que les cellules sont des progeniteure issus de cellules 
souches. 

11. Utilisation ou methode selon I'une quelconque des revendications 1 a 
8, caracterisee en ce que les cellules sont des precurseurs issus de cellules 
souches. 

12. Utilisation ou methode selon I'une quelconque des revendications 1 a 
8, caracterisee en ce que les cellules souches sont des cellules pathologiques. 

13. Utilisation ou methode selon Tune quelconque des revendications 1 a 
8, caracterisee en ce que les cellules souches sont des cellules normales. 

14. Utilisation ou methode selon I'une quelconque des revendications 1 a 
8, caracterisee en ce que les cellules souches sont des' cellules prelevees chez 
un patient atteint d'un cancer, de maladies hereditaires du metabolisme, de 
maladies neurodegeneratives, de deficits immunitaires, ou par exemple du 
SIDA. 

15. Utilisation ou methode selon rune quelconque des revendications 1 a 

14, caracterisee en ce que les cellules souches conditionnees avec une 
composition a activite antioxydante sont transformees par un vecteur portant 
une sequence nucleotidique d'interet. 

16. Utilisation ou methode selon I'une quelconque des revendications 1 a 

15, caracterisee en ce que les cellules souches conditionnees avec une 
composition a activite antioxydante sont des cellules souches choisies parmi les 
cellules souches hematopoietiques, les hemangioblastes, les cellules souches 
du systeme nerveux central, les cellules souches mesenchymateuses, les 
cellules souches musculaires, les cellules souches derivees de la moelle 
osseuse, les cellules souches musculaires ou hepatiques derivees de la moelle 
osseuse. 
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17. Cellules conditionn£es par une composition a activity antioxydante, 
caracteris£es en ce qu'il s'agitde cellules souches. 

18. Cellules selon la revendication 17, caracterisSes en ce qu'elles sont 
choisies parmi les cellules souches hSmatopoTetiques CD34+ ou CD34- ou 
CD34+/CD38-. 

19. Cellules selon la revendication 17 ou la revendication 18, 
caracteris&es en ce qu'elles sont choisies parmi les cellules souches primaires, 
les progeniteurs ou les precurseurs h6matopoTetiques. 

20. Cellules selon Tune quelconque des revendications 17 a 19, 
caract£ris6es en ce qu'elles sont de type pathologique. 

21. Cellules selon Tune quelconque des revendications 17 a 19, 
caracterisSes en ce qu'elles ont 6t6 pr£lev£es chez un patient atteint de cancer, 
ou de maladies hereditaires du metabolisme, de maladies neurodegeneratives, 
de deficits immunitaires, ou par exemple du SIDA. 

22. Cellules selon rune quelconque des revendications 17 & 21, 
caract£ris£es en ce qu'elles sont transform6es par un vecteur portant un gdne 
d'interet. 

23. Cellules selon Tune quelconque des revendications 17 a 22, 
caracterisees en ce qu'elles sont transdurtes par un vecteur retroviral, ou par un 
vecteur lentiviral, ou par un vecteur de type SV40. 

24. Cellules selon I'une quelconque des revendications 17 a 23, 
caract£ris§es en ce que la composition antioxydante comprend de la N- 
acetylcysteine. 

25. Cellules selon I'une quelconque des revendications 17 a 24, 
caracterisee en ce qu'elles sont choisies parmi les cellules souches 
h6matopoietiques ( les h§mangioblastes, les cellules souches du systeme 
nerveux central, les cellules souches m£senchymateuses, les cellules souches 
musculaires, les cellules souches d£riv£es de la moelle osseuse, les cellules 
souches musculaires ou hepatiques d6rivees de la moelle osseuse. 
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26. Milieu de culture formule pour le condrtionnement de cellules 
souches hematopoTetiques, comprenant une composition ayant une activite 
antioxydante. 

27. Milieu selon la revendication 26 caracterisS en ce qu'il comprend de 
la N-ac6tylcysteine a une concentration finale dans la culture d'environ 0,5 a 
10mM. 
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Figure 9d 
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Figure 106 
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